Isolierung löslicher Antigene durch spezifische Immunabsorption by SCHUMACHER, K. & SCHNEIDER, W.
Schumacher u. Schneider: Isolierung löslicher Antigene durch spezifische Immunabsorption 181
Z. klin. Chem. u. klin. Biochem.
7. Jg., S. 181—182, März 1969
Isolierung löslicher Antigene durch spezifische Immunabsorption
Von K. SCHUMACHER und W. SCHNEIDER·
Aus der Medizinischen Universitätsklinik Köln (Direktor: Prof. Dr. R. Gross)
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Es wird über eine Methode zur Isolierung von Antigenen oder Antikörpern aus Proteingemischen oder Anti-Seren berichtet. Merkmale
der Methode sind die Immunabsorption, die Hydrolyse des Antigen-Antikörper-Komplexes im sauren Milieu und die präparative Tren-
nung durch Molekularsiebung. Die Methode wurde zur Isolierung organspezifischer Antigene aus der löslichen Zytoplasmafraktion von
Human-Leber verwendet. Voraussetzung zur Gewinnung reiner Antigene sind dabei monospezifische Antikörper, die durch Absorption
von Anti-Seren mit zahlreichen Organ-Antigenen gewonnen wurden.
The isolation of soluble antigens by specific immunoabsorption
A method for the isolation of antigens or antibodies from protein mixtures or antisera is described. The main features of the method are
immunabsorption, acid hydrolysis and gel-filtration. With the aid of this method an organ-specific- antigen from the soluble cytoplasma
of human liver was isolated. To obtain pure antigens, monospecific antibodies were prepared by absorption of the antisera with multiple
antigens from other organs.
Während für den Nachweis von Antikörpern (l—9) und
die Isolierung antikörperhaltiger Immunglobulinfrak-
tionen zahlreiche Methoden zur Verfügung stehen
(11—13), bereitet die Isolierung reiner Antigene, ins-
besondere aus Geweben, große experimentelle Schwie-
rigkeiten. Es soll deshalb über eine Methode zur Iso-
lierung löslicher Antigene aus Human-Leber berichtet
werden, bei der wir Immunabsorption und Molekular-
siebung im sauren Milieu kombinierten.
Methodik
Herstellung des Antisemms
2,5 kg schwere Kaninchen wurden mit löslichem Zytoplasma aus
Human-Leber (14) unter Zusatz gleichen Volumens einer 2proz.
Aluminiumhydroxydlösung immunisiert. Die Tiere erhielten
2mal 10 mg Antigenprotein subcutan 2mal wöchentlich. Blut-
entnahmen aus der Unterschenkelvene der Hinterbeine wurden
am 20. und 40. Tag nach Beginn der Immunisierung durchge-
führt.
Nach Prüfung der Antiseren auf ihre Antikörperaktivität durch
Ansatz in Verdünnungsstufen mit Hilfe der Doppeldiffusion (8)
gegen lösliches Zytoplasma aus Human-Leber, -Niere, -Herz-
muskel, -Skelettmuskel, -glatte Muskulatur, -Schilddrüse sowie
gegen Kerne, Mitochondrien und Mikrosomen aus Human-
Leber wurden die Antiseren entsprechend ihren Titern gegen die
verschiedenen Antigene mit diesen Antigenen »stufenweise bis
zur Erschöpfung absorbiert durch Zugabe von lyophilisierten
Antigenen.
Immunabsorption und Fraktionierung von Antigen-Antikörper-Kom-
plexen durch Hydrolyse im sauren Milieu
Absorbierte Antiseren und Antigenlösung, eingestellt auf gleichen
Proteingehalt (40mg/m/) wurden im Verhältnis 5:1 vereinigt,
gut gemischt und 2 Tage bei 4° inkubiert. Das danach entstan-
dene Präzipitat wurde abzentrifugiert (30 Min. bei 10000 g) und
3mal mit eiskalter 0,9proz. NaCl-Lösung gewaschen. Anschließend
wurde das Präzipitat in Glycinpuffer pH 3,2 (0,lM Glykokoll +
O,!M NaCl, mit O,!N HC1 auf pH 3,2 eingestellt) gelöst.
Gelfiltration
Die Fraktionierung der hydrolysierten Antigen-Antikörper-
Komplexe wurde durch Molekularsiebung an Sephadex G-200
(Pharmacia, Uppsala) durchgeführt (15). Säule 1000 30 mm
Puffer: O,!M Glykokoll, O,!M NaCl pH 3,2. Elution mit 8m//
Stunde, Kühlung 4°. Photometric der Fraktionen bei 280 nm.
Zur annähernden Bestimmung des Molekulargewichtes wurde die
Gelpackung mit Substanzen bekannten Molekulargewichtes
geeicht. An Hand der Eichkurve ergab sich aus den Elutions-
volumina das Maß für das Molekulargewicht (16).
Immunelektrophoresen
Die elektrophoretische Analyse wurde mit Hilfe der Objektträger-
Methode nach SCHEIDEGGER (17) durchgeführt. Agar l,5proz.
(Reinagar Behring-Werke, Marburg) in , Na-Barbiturat-
Puffer, pH 8,6 + Cialit 1:10000. Elektrodenpuffer: O,!M Na-
Barbiturat-Puffer pH 8,6. Die Elektrophorese erfolgte in 60 Min.
bei 12 mA/Plattenrahmen (LKB-Producter, Stockholm) und etwa
250 Volt. Nach Einfüllen von 80 Antiserum erfolgte die Dif-
fusion bei 4° in der Feuchtkammer für 48 Stdn. Die Dokumen-
tation der Präzipitationsbanden wurde durch Photographic der
ungefärbten Plättchen im schräg einfallenden Durchlicht vorge-
nommen.
Proteinbestimmungen wurden nach LOWRY (18) durchgeführt.
Ergebnisse
Nach Mischen des absorbierten Antiserums mit lös-
lichem Zytoplasma aus Human-Leber kam es innerhalb
48 Stunden zu einem feinflockigen Niederschlag, der
sich nach Abzentrifugieren in Glycin-Puffer pH 3,2
quantitativ lösen ließ. Der jeweils in einem möglichst
kleinen Volumen gelöste Komplex wurde auf die Gel-
packung aufgetragen und im sauren Milieu fraktioniert
(Abb. 1). Das Elutions-Diagramm zeigte 2 gut von-
einander getrennte Fraktionen. Die immunelektro-
phoretische Analyse dieser Fraktionen ergab, daß
Fraktion I weder mit Anti-Human-Serum, noch mit
nicht-absorbiertem Anti-Human-Leber-Zytoplasma-Se-
rum reagierte. Da ein Antiserum gegen Kaninchen
y-Globulin nicht zur Verfügung stand, konnte diese
Fraktion immunologisch nicht identifiziert werden. Das
Elutionsvolumen dieser Fraktion entsprach einem
Molekulargewicht von etwa 150000 (Abb. 2).
Die II. Fraktion nach Gel-Filtration ergab in der Immun-
elektrophorese mit Anti-Human-Serum ebenfalls keine
Reaktion. Mit Anti-Leber-Zytoplasma-Serum fand sich
jedoch eine Präzipitationsbande unter dem Startloch.
Die gleiche Bande entstand auch, nachdem das Anti-
serum mit Human-Serum, -Niere, -glatter Muskulatur,
-Herz und Skelettmuskel absorbiert worden war
(Abb. 3).
2. klin. Chem. u. klin. Biochem. / 7. Jahrg.. 1969 / Heft 2





Fraktionierung eines Antigen-Antikörper-Komplexes durch Molu-
kularsiebung im sauren Milieu. Fraktion I dürfte den Antikörper aus
Kaninchen-Serum enthalten. Fraktion II (schwarz markiert) enthält










Molekulargewichts-Bestimmung des isolierten Antigens aus Human-
Leber an einer geeichten Gelsäule
Abb. 3
Immunelektrophoretische Analyse der Fraktion II nach Molekular-
siebung, oben: Human-Leber-Zytoplasma, unten: Isoliertes Leber-
Antigen, Rinne: Anti-Human-Leber-Zytoplasma-Serum, absorbiert
mit Human-Serum, Human-Niere, Herz- und Skelettmuskel
Allerdings fielen die Präzipitationsbanden relativ
schwach aus.
Nach dem Elutionsvolumen an der geeichten Gelsäule
dürfte das Molekulargewicht der in der II. Fraktion
eluierten Substanz , einer Größenordnung von etwa
70000 entsprechen.
Diskussion
Die Isolierung reiner Antigene durch Immunabsorption
setzt monospezifische Antiseren voraus. Durch Ab-
sorption unserer Antiseren gelang es, eine Antiserum
herzustellen, das nur noch mit einem Antigen aus der
löslichen Zytoplasma-Fraktion reagierte* Der mit dem
monospezifischen Antiserum gebildete Antigen-Anti-
körper-Komplex enthielt ein Antigen, das nach Hydro-
lyse des Komplexes als elektrophoretisch, immun-
elektrophoretisch und nach Molekularsiebung einheit-
liches Protein angesehen werden muß. Mit Hilfe dieser
Methode ist also, unter Verwendung monospezifischer
Antiseren, eine Antigen-Isolierung aus Proteingemi-
schen möglich. Gleicherweise müßte" es möglich sein,
unter Verwendung reiner Antigene auch die entspre-
chenden spezifischen Antikörper aus einem Antiserum
zu isolieren.
Sowohl Antikörper als auch Antigene bleiben während
des ganzen Isolierungsverfahrens, mit Ausnahme wäh-
rend der Phase der Komplexbildung, wasserlöslich.
Eine Änderung der immunologischen Spezifität durch
das Trennverfahren wurde nicht beobachtet.
Ob Unterschiede dieser Methode gegenüber anderen
Verfahren, die mit wasserunlöslichen Reaktanden arbei-
ten (19) bezüglich der Ausbeute bestehen, wird ver-
gleichend geprüft.
Das aus der löslichen Zytoplasmafraktion von Human-
Leber isolierte Antigen ist nach seiner immunologischen
Spezifität als organspezifisch anzusehen. Es unterschei-
det sich in der elektrophoretischen Wanderungsge-
schwindigkeit etwas von einem durch chromatographi-
sche Verfahren isolierten Leberprotein (14); in ihrer
Molekülgröße unterscheiden sich die beiden Leber-
Antigene dagegen nur wenig. Untersuchungen über
weitere chemische Eigenschaften dieser Antigene stehen
noch aus.
Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft für die Unter-
stützung dieser Arbeit.
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